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附記
1．非定常CO2曝露試験のための予備実験
　CO2海洋隔離においてCO2が海洋に放出された場合に、CO2濃度は時空間的に変化する。
また、魚類は他の海洋生物と比べて遊泳力が高いので、高CO、環境から正常環境へ忌避す
る可能性がある。従って、CO2の放出現場に生息する生物が経験するcq2濃度は、一定濃
度（定常）ではなく常に変化していく非定常の状態にある。このような非定常状態におい
て・生物が被る影響が定常状態と異なる可能性が考えられる。そこで、予備実験としてヒ
ラメを高CO2海水に曝露したのち、実験水を正常海水に切り替え、魚の状態を観察した。
1．1．材料と方法
　［供試魚］
　供試魚としてはヒラメを用いた。長崎魚市株式会社（長崎県長崎市）から購入し、それ
らを屋内の循環式水槽（グラスファイバー製、容量；1，0001）で温度馴致し実験に使用し
た。20℃の海水中で5日問馴致し、馴致期間中投餌は行わなかった。供試魚の体重は、
491±189（痒ヒ4）であった。
　［実験方法］
　ヒラメを、本論第2章第1節で用いた実験水槽に個別に収容し、その状態でその状態で
約1日放置した。その後・実験装置内の海水を、CO2濃度を5％に調整した空気で曝気し
た。送気量は毎分61とした。CO2混合ガスの作成には、GAS　Mixing　Flowmeter（¢ameron
Inst㎜entCompanヱGF3／MP）を用いた。小型空気圧縮機（㈱日立製作所，スーパーオイルフ
リーベビコン0・20P－5S）を用い・GAS　Mixing　Flowmeterに送気した。送気24時間後、実
験装置内の海水を・空気で十分に曝気した海水に切り替え、魚の状態を観察した（実験の
終了は・切り替え24時問後とした）。実験期間中、実験装置内は水温20℃とし、海水を
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毎分41で循環させた。またアンモニアの蓄積を防ぐため新鮮海水を毎分11供給した。
1．2．結果
　実験水を高CO2海水から正常海水に切り替えた直後、全ての個体が苦悶し換水運動が増
進した。また2個体において・痙攣が観察された。切り替え2時間後までに、3個体が発
死した（Fig．A．1）。
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hypercapnia（5％CO2）．
2．ホルモン投与実験（CO2耐性に対する塩類細胞関与の解明）
　本論において、高CO2環境における塩類細胞の形態変化が確認されたが、その変化がCO2
海洋隔離の生物影響予測に利用可能か検討する必要がある。それを確かめる手法として、
ホルモン投与を用いて人為的に塩類細胞の機能を促進させたヒラメを高CO、環境に曝露し、
CO2に対する耐性や生理機能の応答を調査する方法が考えられる。そこで、予備実験とし
てホルモン投与によって塩類細胞の機能が促進するか検討した。
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2．1．材料と方法
　［供試魚1
　供試魚としてはヒラメを用いた。天津小湊漁協（千葉県天津小湊町）から購入し、それ
らを働海洋生物環境研究所中央研究所（千葉県御宿町）屋内の循環式水槽（グラスファイ
バー製、容量；2001）で飼育し実験に使用した。自然水温下（12．4士2．2℃）で飼育し、投
餌は行わな』かった。供試魚の体重は、658士579（準4）であった。
　［実験方法］
　経時的にホルモン投与及び採血を行うために、本論第2章第2節の手術方法に準じて、
尾動脈にカニューラを装着した。手術後、ヒラメをパンライト水槽（容量；1001、ろ過海
水（水量・水温調節なし）を注入）に入れ、約1～7日回復させた。そして10日間の投与
を行ったのち・採血及び鯉の採取を行った。採血は、本論第2章第2節の採血方法に準じ、
適宜なサンプル処理を施したのち、血漿Na＋、K＋、cr濃度（INa＋］p、［IK＋］p、［cr］p）及び血
漿浸透圧濃度を本論第2章第2節の分析方法に従って測定した。鯛の採取は、本論第3章
第1節の鯉の採取方法に準じて行い、適宜な処理を施したのち走査電子顕微鏡観察を行っ
た・そして・塩類細胞開口部の面積を測定した。なお、これらの観察方法及び測定方法は、
本論第3章第1節の各方法に準拠した。
　［投与方法］
　実験に用いた4個体のうち2個体にホルモン投与を行い、残りの2個体は対照群とし
た・投与群のヒラメには、毎日コルチゾル（Sigma，hydroco丘isone、21．hemisuccinatesodium
salt：H2270）を・1日おきに成長ホルモン（CortexBiochem，Inc．，Bovinegrowthhom。ne，0．9
1U／mg：CP2042）を10日問投与した・対照群の魚には生理食塩水（0．9％NaC1水溶液、pH7．O）
を10日問投与した。各ホルモンは、コルチゾルが10mg／ml、成長ホルモンが1mg／mlの
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濃度で生理食塩水（0．9％NaC1水溶液、pH7．0）に溶かし（ホルモン溶液）、15ml容のプラ
スチックバイアル（岩城硝子株式会社，MICROTUBE　L5mりに分注して凍結保存した。ホル
モンの投与量は・魚体重1kg当たり8mg（コルチゾル）及び2mg（成長ホルモン）とし、
その量に相当するホルモン溶液を投与した。また、対照群における生理食塩水の投与量は、
同日に投与群の個体に投与するホルモン溶液の液量（単位体重当たり）と等しい量とした。
2．2．結果
　血漿Na＋・K＋・cr濃度及び血漿浸透圧濃度の測定結果をTableA．1にまとめた。走査電子
顕微鏡観察で取得した顕微鏡写真を、Fig．A－2に記載した。ホルモン投与区（10．1、9．4μm2）
の塩類細胞開口部の面積は・対照区（3．8、Lgpm2）に比べて大きかった（Fig．A．3）。
TableA－1・Plasmai・nc・ncentra髄・ns（INa＋IP・区IPandICrlP）貧ndplasma・sm・la囎inthe」apanese
flounder　injected　with　hormone（Treatment）and　saHne（Control）．
SampleN・・1功ecti・n　［Na＋］P（蝋）［K＋IP（剛）ICr］P（醐） Osmolality（mOsm／kgH20）
Homlone
Sa1圭ne
168．3
166．2
160．1
2．9
2．81
2．66
139．7
138．7
131．3
No　data
319
318
303
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Fig。A－2Sca皿血g　clectron血crographs　of　gi皿fUaments　in　the　Japanese　floundor血jected　with
homoneσrea血ent；A）and　s田ine（Con甘011B）詔置脚hεσ45，apioal　ope血lgs　ofchlohde　oen．pv，
pavement　ce且、Sc江［e　bars，5μ皿．
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Fig・A－3丁五〇apical　opo血gs　a∫ea　of　chloゴde　cells　i皿仕le　Japa皿ese　nou皿der丘1jected　with　komone
（Trca血ent；wh’f¢みロ圏）and　sahne（Co且忙01；ゐ∫αcたδα摺）．
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